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Povečana telesna masa je dandanes vse večja težava tako pri ljudeh kot pri živalih. 
Razlike v koncentraciji HMK kot produkta mikrobne fermentacije prehranskih 
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1 UVOD 
 
Povečana telesna masa je v današnjem svetu vedno večji problem tako pri ljudeh kot tudi pri 
živalih. Prebavila so imunološko aktiven organ in imajo velik pomen pri prebavi in 
izkoristljivosti hranljivih snovi. Vsebujejo veliko različnih mikroorganizmov, ki med 
drugim vplivajo tudi na razvoj debelosti. Produkt mikrobne razgradnje hranljivih snovi so 
hlapne maščobne kisline (HMK), katerih sestava, in razmerje med njimi se razlikuje glede 
na vrsto v prebavilih prisotnih mikoorganizmov. 
 
Cilj naloge je bil določiti pH vsebine debelega črevesja (slepo črevo in kolon), ter določiti 
vsebnost HMK v vsebini debelega črevesja pri vitki (FHI) in debeli (FLI) liniji miši. Za 
primerjavo smo določili iste parametre še v outbred liniji ICR/OlaHsd.  
 
Hipotezi, ki smo jih postavili sta: 
H1: pH vsebine debelega črevesja FHI in FLI linije se razlikuje; 
H2: Vsebnost hlapnih maščobnih kislin v prebavilih FLI in FHI linije bo različna. 
Hostnik U. Razlika v vsebnosti hlapnih … v vsebini črevesja pri vitki in debeli liniji laboratorijskih miši. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2020 
2 
 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 NASTANEK LINIJ FLI IN FHI 
 
Liniji FLI (debela linija) in FHI (vitka linija), sta nastali v več let trajajočem poskusu na 
Univerzi v Edinburgu na Škotskem. Nastali sta iz osnovne populacije s križanjem dveh 
inbridiranih linij JU in CBA ter neinbridirane linije CFLP (Horvat in sod., 2000). 
 
Kriterij selekcije je predstavljal razmerje med maso gonadalne maščobe in telesno maso 
samcev starih 10 tednov, v prvih 20-ih generacijah. V 20. generaciji so ponovitvene linije 
križali med seboj, da so dobili FLI (fat line) in FHI (lean line) linijo. Kriterij po katerem so 
selekcionirali živali se je spremenil v odstotek telesnih maščob, ki so ga določili iz razmerja 
med maso posušenih trupel in telesno maso samcev starih 14 tednov (Horvat in sod., 2000). 
 
V osnovni populaciji je odstotek telesnih maščob znašal 10 %, pri 53. generaciji selekcije pa 
se je pri liniji FLI povečal na 23 %, pri liniji FHI pa zmanjšal na 4 % (Horvat in sod., 2000). 
 
Ti dve liniji sta bili leta 2000 pripeljani v Slovenijo, v Center za laboratorijske živali na 
Rodici. Obe liniji imata težave s plodnostjo, linija FLI zaradi prevelike zamaščenosti, linija 
FHI pa zaradi prenizkega deleža telesnih maščob. Center za laboratorijske živali je edini na 
svetu, kjer se ti dve liniji vzdržuje in dokaj uspešno razmnožuje (Hrastar, 2017).  
 
2.2 HLAPNE MAŠČOBNE KISLINE 
 
Hlapne maščobne kisline (HMK) so kratkoverižne organske maščobne kisline, ki v svoji 
karboksilni verigi vsebujejo od 2 do 6 ogljikovih atomov. Nastajajo pri mikrobni 
fermentaciji prehranskih vlaknin in drugih lahko prebavljivih polisaharidov, predvsem v 
debelem in slepem črevesju. Njihova koncentracija doseže priblžno 100 mM. V nižjih 
koncentracijah pa so fiziološko prisotne tudi v drugih delih prebavnega trakta (Akiba in sod., 
2018). 
 
Najpomembnejše so ocetna, propionska in maslena kislina. V manjših količinah nastajajo 
tudi valerianska in kaprojska kislina, ter kisline z razvejano verigo, kot so izomaslena in 
izovalerianska. Te nastajajo kot produkt fermentacije beljakovin, ki se niso prebavile v 
tankem črevesju (Williams in sod., 2001). 
 
Stranski produkti acetata, propionata in butirata so pomembni za zdravje črevesja in 
zagotavljajo energijo epitelijskim celicam, izboljšujejo celovitost epitelijske pregrade in 
zagotavljajo zaščito pred patogeni (Cresci in Izzo, 2015). 
 
Bakterije v debelem črevesju metabolizirajo ogljikove hidrate v energijo za lastno rast in 
razvoj. Poleg HMK, so produkti mikrobne fermentacije še CO2, CH4, H2 in toplota (Williams 
in sod., 2001). 
 
Mikrobna fermentacija prehranskih polisaharidov do monosaharidov in kratkoverižnih 
maščobnih kislin v distalnem črevesju spodbujata novo sintezo trigliceridov v jetrih (Ley in 
sod., 2005). 
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Sposobnost za fermentacijo hranljivih snovi v prebavnem traktu je odvisna predvsem od 
njegove relativne prostornine, saj le ta določa čas zadrževanja krme in s tem obseg 
fermentacije (McDonald in sod., 2002). 
 
Skozi prebavila se direktno absorbirajo v kri, kjer se nato nahajajo v razmerju: acetat 65 %, 
propionat 20 % in butirat 10 %. Absorpcija HMK predstavlja približno 30 % potrebne 
energije za vzdrževanje bazalnega metabolizma (Kaneko in sod., 2008). HMK oskrbujejo 
celice z energijo, nadzirajo delitev in diferenciacijo epitelnih celic, ter vplivajo na 
metabolizem organizma. (McCartney in Gibson, 2006) 
 
Ker se kisline nahajajo v ionski obliki (npr. Pr -), za organizem niso škodljive, če pa se 
nahajajo v nedocializirani obliki (npr. HPr), pa lahko zaradi večje prepustnosti membrane 
postanejo toksične. To se zgodi ob povečani koncentraciji HMK, ki privede do toksičnosti 
in inhibicije, posledično se v organizmu zniža tudi pH vrednost v vsebini prebavil (Anderson 
in sod., 2003). 
 
HMK imajo spodbujevalni učinek na natrij in absorpcijo vode iz lumna debelega čreveja, 
kar naj bi bilo povezano z recikliranjem vodikovih ionov. Domneva se tudi, da velike 
količine HMK, ki nastanejo s fermentacijo ogljikovih hidratov, vplivajo na povečanje ionov 
HCO-3 v lumnu, kar predstavlja pomemben pufer za uravnavanje luminalnega pH-ja. V 
določenih patoloških pogojih je nizek pH v lumnu povezan z majšo koncentracijo HMK, ter 
povečano koncentracijo mlečne kisline (laktata), ki jo proizvajajo mlečno kislinske bakterije 
(Williams in sod., 2001). 
 
2.2.1 Ocetna kislina 
 
Ocentna kislina ali acetat, vsebuje 2 ogljikova atoma in ima formulo CH3-COOH. Pri 
sistemski cirkulacji acetat potuje skozi jetra, kjer se zadržuje le krajši čas. Nato oksidira v 
večjem delu telesa, da ustvari ATP, ki potuje naprej v mišice. Njegova druga pomembna 
naloga pa je tudi sinteza lipidov, preko acetil CoA (Bowen, 2020). 
 
2.2.2 Propionska kislina 
 
Propioska kislina ali propionat vsebuje 3 ogljikove atome in ima formulo CH3-CH2-COOH. 
Propionat je glavni jetrni glukogeni substart. Odstotek glukoze pridobljene iz propionata v 
jetrih je odvisen od prehrane in vrste živali. Ogljikove atome prispeva neposredno v neto 
sintezo glukoze (Engelking, 2015). Propionska kislina se presnavlja v jetrih, kjer zavira 
delovanje glukoneogeneze (Williams in sod., 2001). Jetra jo skoraj v celoti odstranijo iz 
portalne krvi (Bowen, 2020). 
 
2.2.3 Maslena kislina 
 
Butirat ali maslena kislina vsebuje 4 vodikove atome, in ima formulo CH3-CH2-CH2-COOH. 
Masleno kislino presnavljajo kolonociti, najdemo pa jo lahko tudi v portalni krvi (Williams 
in sod., 2001). Vpliva na proces glukoneogeneze, vendar ne prispeva ogljika neposredno v 
glukozo. Proizvodnjo glukoze v jetrih spodbuja s povečevanjem fosforilaze in 
glukoneogeneze. Acetil CoA, ki izhaja iz β-oksidacije butirata, aktivira tudi piruvat 
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karboksilazo, ključni glukoneogeni encim, ki še dodatno spodbuja glukoneogenezo (Kaneko 
in sod., 2008). Predstavlja pomemben vir energije za rast celic v epiteliju debelega črevesja, 
kar spodbuja k razvoju celic in povečuje absorpcijo (McDonald in sod., 2010). 
 
S stimulacijo fiziološke proliferacije normalnih koloncitov, zavira različna vnetja kolona, 
nastanek polipov. Zavira tudi migracijo in sposobnost rakastih celic epitelne sluznice za 
metastaziranje. Dokazali so, da butirat poveča celjenje ran in zmanjša vnetje v tankem 
črevesju. Zato predstavlja luminalna preskrba z butiratom primerno sredstvo za izboljšanje 
celjenja ran pri črevesnih operacijah, ter za zdravljenje vnetnih črevesnih bolezni 
(Wächtershäuser in Stein, 2000). 
 
2.2.4 Hlapne maščobne kisline in debelost 
 
Poleg tega da v organizmu delujejo kot vir energije, signalizirajo tudi molekule. Receptorji 
vezani na G protein, prostih maščobnih kislin 2 (FFAR2, GPR43) in FFAR3 (GPR41) so bili 
opredeljeni kot endogeni receptorji za HMK. Acetat prednostno aktivira FFAR2 in vitro; 
propionat kaže podoben agonizem na FFAR2 in FFAR3; butirat  pa prednostno aktivira 
FFAR3 (Lin in sod., 2012). 
 
Čeprav ni neposrednih dokazov, so raziskovalci ugotovili, da lahko HMK uravnavajo 
črevesne hormone prek svojih endogenih receptorjev (Lin in sod., 2012). 
 
Pri ljudeh dodatki škroba in vlaknine v prehrani povečajo proizvodnjo HMK v črevesju, ter 
dajejo presnovne koristi. Na glodavskih modelih, kjer so preučevali debelost povezano s 
prehrano, je bilo dokazano, da dodajanje butirata in acetata v krmo, zavira povečanje telesne 
mase, neodvisno od restrikcije pri krmljenju (Lin in sod., 2012). 
 
V raziskavi so 3 mesece starim mišim, 4 tedne dodajali acetat, propionat in butirat. Ugotovili 
so, da vse tri maščobne kisline varujejo pred debelostjo, vendar pa sta bila butirat in 
propionat pri tem bolj učinkovita od acetata. Ta je zaviral povečanje telesne mase neodvisno 
od restrikcije pri krmi in ni imel akutnega učinka na črevesne hormone. Butirat in propionat 
pa sta ravno nasprotno uravnavala telesno maso tako, da sta zavirala zauživanje krme, 
skladno s stimulacijskimi učinki na črevesne hormone. Dodatek butirata je tako privedel tudi 
do hiperfagije (Lin in sod., 2012). 
 
2.2.5 Vpliv HMK na prebavila 
 
Črevesje sesalcev mora zaradi velikega števila mikrooranizmov, ki ga naseljujejo, med njimi 
nenehno vzdrževati ravnovesje, da ne bi prišlo do napačnih odzivov na sicer neškodljive 
bakterije. Ti lahko vodijo do različnih vnetno črevesnih bolezni. V raziskavi so dokazali, da 
lahko n-butirat regulira delovanje črevesnih makrofogov, ki so najbolj razširjena vrsta 
imunskih celic v črevesni sluznici (lamina propia). Pomembno vlogo igrajo pri indukciji 
prirojenih imuskih odziviov. Prek izločanj citokinov nadzorujejo protivnetno stanje črevesja 
(Chang in sod., 2013). 
 
Kratkveriže maščobne kisline, kot končni produkti anaerobne fermentacije prehranskih 
vlaknin uravnavajo imunske odzive v črevesju. Izločajo jih bakterije iz debel Bacteroidetes 
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in Firmicutes. Ugotovili so, da imajo bolniki z boleznijo vnetega črevesja (Intestnal bowel 
disease - IBD) zmanjšano število teh bakterij. Študije so dokazale, da imajo HMK 
protivnetne lastnosti. Inducirajo regulativne T-celice v debelem črevesju in s tem ohranjajo 
črevesno homeostazo (Chang in sod., 2013). 
 
2.3 MIKROORGANIZMI V PREBAVILIH 
 
Mikrobiom črevesja obsega bakterije, viruse, protozoje, glive ter njihov skupni genetski 
material, ki je prisoten v prebavnem traktu (Cresci in Izzo, 2015). Ta ekosistem vsebuje 
triljone mikroorganizmov, kar je 10x več od števila človeških celic (Al-Assal in sod., 2018). 
Z gostiteljem živijo v sožitju, kar pomeni, da imajo od tega oboji korist. Med drugim 
mikrobiota oblikuje črevesni epitelij, ščiti organizem pred patogenimi mikroorganizmi, ter 
uravnava imunost gostitelja (Thursby in Juge, 2017). Črevesno mikroboto raziskujejo s 
pomočjo ribosomske RNA (rRNA). 16S rRNA geni so prisotni v vseh bakterijah in arhejah, 
ter vsebujejo 9 zelo variabilnih regij, kar omogoča enostavno razlikovanje vrst. Raziskave 
so pokazale, da v prebavilih živijo mikroorganizmi, ki pripadajo 12 različnim deblom, od 
tega jih 93,5 % pripada deblom Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria in Bacteroidetes 
(Thursby in Juge, 2017). 
 
Črevesna mikroflora ima pomembno vlogo pri absorpciji hranil in mineralov, sintezi 
encimov, vitaminov in aminokislin, ter pri proizvodnji HMK. Čeprav mikroorganizmi 
naseljujejo celotno telo, jih večina prebiva znotraj prebavnega trakta, pri tem je največ, 
predvsem anaerobnih bakterij, v debelem črevesju. Na sliki 1 so prikazani deli prebavil, ter 
mikrorganizmi, ki jih naseljujejo (Cresci in Izzo, 2015). 
 
Na razvoj in spremembo mikrobioma vplivajo številni dejavniki kot so stres, okolje, 
prehrana, starost, različne bolezni itn.  Neravnovesje mikrobov v črevesju imenujemo 
črevesna disbioza. Študije so pokazale povezavo med črevesno disbiozo in kroničnimi 
zdravstvenimi stanji, kot so vnetje črevesja, srčno-žilne bolezni, debelost in rak (Cresci in 
Izzo, 2015). 
 
 
 
Slika 1: Sestava prebavil in mikrorganizmi, ki jih naseljujejo (prir. po Cresci in Izzo, 2015). 
 
Želodec in dvanajstnik 
Tešče in vito črevo 
Debelo črevo 
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Mikrobiom črevesja ima med drugim vpliv tudi na možgane in njihovo delovanje. S pomočjo 
akseničnih miši (germ free) so raziskovali presnovo serotonina, ter ugotovili, da črevesna 
mikroflora vpliva na periferno izločanje serotonina s spreminjanjem števila in delovanja 
enterokromafinskih celic v črevesni steni, poveča se peristaltika črevesja in skrajša prehodni 
čas. Aksenične miši so imele tako spremenjen možgansko nevrotropni faktor v 
hipotalamusu, ki vpliva na rast in zaščito nevronov in povezanost sinapse, kar dokazuje kako 
pomembna je črevesna mikroflora za normalen razvoj in delovanje možganov (Seitz in sod., 
2019). 
 
Črevesni trakt kot glavna stična točka med mikrobi in imunskim sistemom gostitelja, 
predstavlja pomembno vlogo pri imunosti in zdravju organizma. Primerjalne analize 
črevesne mikrobiote so pokazale, da je črevesna mikrobiota vrstno specifična in pod vplivom 
prehrane. Tako lahko na grobo razdelimo mikrobiote rastlinojedcev, mesojedcev in 
vsejedcev. Razlike v sestavi in raznolikosti mikrobiote črevesnega trakta v teh skupinah 
živali kažejo, da na mikrobno sestavo vplivata skupaj tako prehrana kot gostitelj (Hugenholtz 
in de Vos, 2018). 
 
2.4 MIŠJI MODELI ZA PREUČEVANJE ČREVESNE MIKROBIOTE 
 
Zaradi preprostega zbiranja različnih vzorcev z različnih mest, zaradi kratkega življenskega 
cikla ter zaradi nizkih cen predstavljajo miši dober model za pridobivanje novih informacij 
na področju črevesne mikroflore (Hugenholtz in de Vos, 2018). 
 
Na začetku 20. stoletja so odkrili aksenične miši (germ free). To so miši pri katerih so 
materam sterilno kirurško odvzeli maternico in jo prek razkužila prenesli v sterilne pogoje. 
Zaradi takšne vzgoje mladiči niso bili inokulirani z mikroorganizmi (Hansen in Franklin, 
2019). 
 
Ob kontaminaciji z različnimi mikrobi so lahko opazovali interakcijo gostitelj-mikrob. Da 
lahko to znanje prenesejo iz živali na človeka je potrebno upoštevati podobnosti in razlike 
med njihovimi črevesnimi mikroorganizmi, s posebno pozornostjo na zgodovinski razvoj 
inbridiranih mišjih modelov, vpliv genomike in razlike v črevesni anatomiji (Hugenholtz in 
de Vos, 2018). 
 
Za odkrivanje mikrobite so najprej uporabljali metodo na osnovi verižne reakcije s 
polimerazo, ter kasneje razvili ciljno generično sekvenco 16S do popolnega 
metagenomskega zaporedja. Na začetku so lahko določili 15 – 20 % rodov mikrobov, sedaj 
pa jih lahko že skoraj 100 %. Zdaj se poleg mikrobne filogenije, lahko opiše tudi celotno 
funkcionalno sposobnost mikrobiote (Hansen in Franklin, 2019). 
 
2.5 ČREVESNA MIKROBIOTA IN DEBELOST 
 
Debelost je epidemiološki sindrom, ki predstavlja težavo ljudem in živalim po vsem svetu. 
Zanj je značilno prekomerno kopičenje maščobe, predvsem visceralne maščobe. Dejavniki, 
ki sodelujejo pri razvoju debelosti poleg neusterznega življenjskega sloga so nevronske in 
hormonske težave, ter genetski in epigentski dejavniki. Znanstveniki so odkrili, da obstaja 
povezava med črevesno mikrobioto in razvojem debelosti ter z njo povezanih bolezni. 
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Vplivala naj bi na pridobivanje energije iz hrane, presnovo lipidov, imunski sistem in 
endokrine funkcije; to pa naj bi se razlikovalo tudi med debelimi in vitkimi osebami. Vsak 
posameznik po rojstvu pridobi edinstveno mikrobito, katera je odvisna od načina poroda, 
dojenja, uporabe antibiotikov in prehrane. Debeli osebki imajo manj raznoliko črevesno 
mikrobioto kot vitki; vendar pa je le ta bolj učinkovita pri pridobivanju energije iz hrane in 
pri kasnejšemu shranjevanju maščob. Pri debelih miših je bilo dokazano, da imajo več 
bakterij iz rodu Firmicutes, in manj iz rodu Bacteroidetes; ne glede na to s čim se 
prehranjujejo. Imajo tudi večjo koncentracijo HMK v prebavilih (Al-Assal in sod., 2018). 
 
V raziskavi so Ley in sod. (2005) uspešno povezali debelost z mikroorganizmi v prebavilih. 
Preučevali so mutirane debele ob/ob miši, vitke ob/+ miši in divjie sorodnike. Sodelovale so 
tudi matere vitkih ob/+ miši, saj se mikrobiološka sestava deduje po materini strani. Čeprav 
je večina vrst mišje mikrobiote edinstvene, sta si človeška in mišja mikrobiota zelo podobni 
glede razmerja med debli mikrobov iz rodu Firmicutes in Bacteroidetes, kar je prikazano na 
sliki 2. Ugotovili so, da imajo ne glede na sorodstvo ob/ob živali 50 % manj bakterij iz rodu 
Bacteroidetes, in sorazmerno več iz rodu Firmicutes. Za odkrivanje sekvenc rodov so 
uporabili RNK iz slepega črevesja (Ley in sod., 2005). 
 
 
 
Slika 2: Filogenetsko drevo prebavne mikrobiote pri ljudeh in miših (prir. po Ley in sod., 2005). 
 
Glavni vzrok za debelost je prevelik vnos energije, ki se ne porabi. Poleg tega pa so 
pomemben dejavnik tudi črevesni mikroorganizmi, ki vplivajo na energijsko homeostazo. 
To pomeni, da imajo posamezniki, ki so nagnjeni k debelosti črevesne mikrobe, ki 
spodbujajo učikovitejšo pridobivanje ali shranjevanje energije iz zaužite hrane; v primerjavi 
z mikrobi pri vitkih posameznikih (Ley in sod., 2005). 
Miš 
Človek  
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2.6 pH PREBAVIL 
 
pH predstavlja negativni logaritem koncentracije vodikovega iona. Nizka pH vrednost 
predstavlja visoko koncentracijo vodikovih ionov, kar je značilno za kisle raztopine. Visoka 
pH vrednost pa ravno obratno, ter predstavlja alkalne raztopine.  pH lestvica poteka od 1 do 
14, pri čemer je pri pH 7 nevtralna raztopina (Williams in sod., 2010). 
 
Zaradi različnih prehranjevalnih navad ter posledično raličnih mikroorganizmov, ki 
naseljujejo prebavila je pH v prebavilih miši nižji od pH v prebavilih človeka (Hugenholtz 
in de Vos, 2018). 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
Raziskovalno delo je bilo odobreno s strani ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano 
z odločbo Uprave za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin U34401-10/2018/4, ki je 
bila izdana 04.06.2018, na podlagi mnenja Etične komisije. Odobrili so izvajanje 
znanstveno-raziskovalnega dela na izoliranih tkivih in organih v ta namen usmrčenih živali 
v okviru nacionalnega raziskovalnega programa P4-0220 z naslovom Primerjalna genomika 
in genomska biodiverziteta.  
 
Za potrebe diplomskega dela smo uporabili odvečne samce stare 14 tednov. Porabili smo 
skupno 103 živali, od tega 27 samcev linije FLI, 37 samcev linije FHI, in 39 samcev outbred 
linije ICR/OlaHsd, ki smo jo uporabili kot kontrolo. Vsebnost HMK v debelem črevesju smo 
določili pri 21 samcih posamezne linije: FLI, FHI in ICR/OlaHsd.  
 
Z raziskovalnim delom smo začeli 21.2.2019 in končali 9.12.2019. Ker smo uporabili miši 
linij FLI in FHI, ki so slabo plodne je trajalo kar nekaj časa, da smo dobili dovolj mladičev 
moškega spola, ki smo jih potem lahko namenili za diplomsko delo. 
 
3.2 METODE  
 
3.2.1  Tehtanje 
 
Živali smo začeli tehtati, ko so bile stare 10 tednov, ter jih nato tedensko tehtali do 14-ega 
tedna. Vsaka žival je bila pri odbiri označena z individualno oznako na ušesu. Tehtali smo 
jih ob prestavljanju kletk, tako smo vsako žival posebej vzeli iz kletke, razbrali njeno ušesno 
številko, jo stehtali ter prestavili v kletko s svežim nastilom.  
 
3.2.2  Sekcija 
 
V starosti 14 tednov smo jih evtanazirali s pomočjo plinske komore ter smrt potrdili z metodo 
cervikalne dislokacije (izpah vratu, prekinitev hrbtenjače). To je uveljavljena metoda, ki se 
najpogosteje uporablja in je dovoljena po Pravilniku o pogojih za izvajanje poskusov na 
živalih (2013). Žival smo položili na sicirno ploščo in ji s preparirnimi škarjami prerezali 
kožo na trebuhu. Z rokami smo nato potegnili kožo nad in pod rezom, ter jo potegnili proti 
glavi in repu, tako de se je razprla. Z bolj ostrimi škarjami smo nato prerezali še trebušno 
steno. S pomočjo pincete in škarij smo odvzeli prebavila ter ločili črevo in želodec. Vsebino 
debelega in slepega črevesja smo s prsti iztisnili v naprej označene epice, da jih nismo 
pomešali med seboj in jih položili v stojalo. Iz trebušne votline smo vzeli tudi gonadalno 
maščobo, katero smo stehtali in vpisali v našo preglednico za to diplomsko delo. S pH 
metrom smo izmerili pH vsebine v epici. 
 
Vsebino prebavil za analizo vsebnosti HMK (debelo in slepo črevo) smo shranili v 
zamrzovalniku na -20 ºC do analiziranja. Kar je ostalo od živali pa smo shranili v plastično 
vrečko, ter jih položili v zmrzovalnik, namenjen kadavrom.  
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3.2.3 Določitev hlapnih maščobnih kislin (HMK) s plinsko kromatografijo 
 
HMK v vsebini debelega črevesa smo določili s plinsko kromatografijo. Vsaka dolčitev je 
potekala v paralelki, poleg vzorcev pa smo morali pripraviti tudi standardne raztopine za 
pripravo umeritvene krivulje. 
 
Odmrznjene vzorce smo pripravili tako, da smo v epruvete z zamaški poleg vzorca zmešali 
NaCl, raztopino mešanega standrda, H2SO4, raztopino inernega standrda ter dietil eter. 
Epruvete smo ročno obračali, in jih nato postavili v centrifugo, da je prišlo do ekstrahacije. 
Nato smo jih previdno pobrali iz rotorja, da se ločeni fazi nista ponovno pomešali, ter zgornjo 
(dietiletersko) fazo s pomočjo pasteurjeve pipete prenesli v čiste, označene epruvete. Vzorce 
smo nato še enkrat ekstrahirali po istem postopku. Zgornjo fazo smo spet pobrali in jo dodali 
k prejšnjim v označene epruvete. Vanje smo nato dodali še sušilno sredstvo CaCl2. 
Pripravljeno raztopino smo prenesli v vialo in jo analizirali v plinskem kromatografu 
(Agilent 6890 GC Series, opremljen z Agilent 7603 Series Injector in Agilent 7683 Series 
AutoSampler, kolona DB DATWAX UI). Za vsak izbran vzorec smo tako pridobili podatke 
o vsebnosti ocetne, propionske, maslene, valerijanske, izomaslene in izovalerijanske kisline. 
 
3.2.4 Obdelava podatkov 
 
Vse pridobljene podatke smo sproti vnašali v naprej pripravljene tabele. Nato smo jih vnesli 
in uredili v excelovi preglednici ter pripravili za statistično obdelavo v programskem paketu 
SAS p.4. Podatke smo obdelali s proceduro General Linear Model (GLM). Če ni zapisano 
drugače, je bil vpliv statistično značilen, če je bila p vrednsot < 0,05. V statistično model 
smo vključili vpliv skupine. 
 
Enačba statističnega modela: 
yij = µ + Si + eij                                                                                                                                                           …(1) 
 
yij - opazovana lastnost 
µ - srednja vrednost 
Si - kvalitativen sistematski vpliv skupine; i = 1, 2, 3 
eij - ostanek 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 TELESNA MASA 
 
Telesno maso živali smo merili tedensko od 10 do 14 tedna z namenom spremljanja 
prirastov. Iz slike 3 je razvidna razlika med povprečnimi telesnimi masami posameznih linij, 
vključenih v poskus. Miši linije FLI so bile na začetku poskusa (10. teden starosti) v 
povprečju težje za 11,1 g od FHI linije; na koncu poskusa (14. teden starosti) pa za 14,6 g.  
Med njima je bila statistično značilna razlika (p < 0,0001). 
 
Outbred linija ICR/OlaHsd je po telesni masi bližje FLI liniji, vendar je ta linija miši 
drugačna, večja in ne tako zamaščena. Pri starosti 10 tednov statistično značilnih razlik v 
masi med FLI in ICR/OlaHsd ni bilo. V obdobju 4-ih tednov so miši linije FLI prirastle za 
6,7 g, miši linije FHI za 3,2 g, miši linije ICR/OlaHsd pa za 3,3 g (slika 3). Med njimi je bila 
statistično značilna ralika, tudi med FLI in ICR/OlaHsd (p = 0,0049). V primeru, da bi živali 
hujšale ali ne priraščale bi pomenilo, da imajo kakšne fiziološke težave (bolezni, težave z 
zobmi...) ali pa da zanje ni primerno poskrbljeno (stres, neprimerna temperatura okolja...), 
saj ob začetku poskusa še niso dosegle odrasle velikosti. 
 
 
 
FLI – miši debele linije, FHI – miši vitke linije, ICR/OlaHsd – outbred linija. 
a, b, c – linije miši označene z različnimi črkami v 10. in 14. tednu 
se med seboj statistično razlikujejo (p < 0,05). 
 
Slika 3: Telesna masa miši od 10. do 14. tedna 
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4.2 GONADALNA MAŠČOBA 
 
Količina gonadalne maščobe nam pove kakšne so telesne rezerve maščob. Iz slike 4 je 
razvidno da so miši linije FLI bolj zamaščene od ostalih dveh, ter da so miši linije FHI tudi 
manj zamaščene kot outbred linija ICR/OlaHsd, ki je predstavljala kontrolno skupino in s 
tem neko povprečje, saj imajo tudi manj gonadalne maščobe, kot miši linije FLI, čeprav 
imajo podobno telesno maso (slika 3).  
 
  
FLI – miši debele linije, FHI – miši vitke linije, ICR/OlaHsd – outbred linija 
Aritmetične sredine stolpcev označenih z različnimi črkami se med seboj statistično razlikujejo (p < 0,0001). 
 
Slika 4: Aritmetična sredina mase gonadalne maščobe s standardno deviacijo pri linijah FLI, FHI in 
ICR/OlaHsd.  
 
 
Pri liniji FHI je bilo v povprečju 0,15 g gonadalne maščobe, kar predstavlja v povprečju 
0,5 % telesne mase. Linija FLI je imela v povprečju za 0,85 g več gonadalne maščobe, ker 
je predstavljalo v povprečju 2,2 % telesne mase. Outbred linija ICR/OlaHsd je imela v 
povprečju 0,42 g gonadalne maščobe, kar je v povprečju 1 % njihove telesne mase. 
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4.3 pH VSEBINE DEBELEGA ČREVESJA 
 
Na sliki 5 vidimo, da so imele miši FHI linije v povprečju pH 7,10, miši FLI linije pa 6,74. 
To pomeni, da ima debela linija bolj kislo vsebino črevesja kakor vitka, ter da je verjetno v 
prebavilih nekoliko drugačna združba mikroorganizmov, katerih produkti se vsaj v deležih 
nekoliko razlikujejo in s tem vplivajo na pH vsebine debelega črevesja. V literaturi je 
navedeno da naj bi imeli debeli osebki 50 % manj bakterij iz rodu Bacteroidetes, ter 
sorazmerno s tem več bakterij iz rodu Firmicutes (Ley in sod., 2005). 
 
 
FLI – miši debele linije, FHI – miši vitke linije, ICR/OlaHsd – outbred linija. 
Aritmetične sredine stolpcev označenih z različnimi črkami se med seboj statistično razlikujejo (p < 0,05). 
 
Slika 5: Aritmetična sredina  pH-vsebine slepega in debelega črevesja s standardno deviacijo pri posameznih 
linijah. 
 
Iz slike 5 je razvidno, da so imele FLI živali pH v povprečju za 0,24 nižji od ICR/OlaHsd 
živali, živali FHI pa za 1,12 višjega. Pri obeh je bila p vrednost manjša od 0,05 kar pomeni, 
da se pH debelega in slepega črevesja vitkih in debelih miši statistčno razlikuje od kontrolne 
skupine. p vrednost pa je manjša od 0,05 tudi med linijama FLI in FHI, s čimer se potrjuje 
hipoteza 1, ki pravi, da imajo miši FLI linije drugačen pH vsebine debelega črevesja od miši 
FHI linije. 
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4.4 VSEBNOST HLAPNIH MAŠČOBNIH KISLIN 
 
Pri vsebnosti hlapnih maščobnih kislin smo ugotovili, da je pri vseh največji delež ocetne 
kisline, kar je bilo pričakovano saj naj bi predstavljala kar 65 % vseh HMK v telesu. Veliko 
je tudi propanojske in maslene kisline. Te tri glavne HMK pri vseh treh linijah predstavljajo 
97-98 %, ostale 3 % v vsebini črevesja predstavljajo še valerijanska, izomaslena in 
izovalerijanska. V preglednici 1 so prikazane vrednosti HMK pri posameznih linijah miši. 
  
Preglednica 1: Vsebnosti HMK v vsebini debelega črevesja (g/kg vsebine) pri različnih linijah (aritmetična 
sredina ± standardna deviacija z oznakami statističnih razlik). 
 
  FLI FHI ICR/OlaHsd 
ocetna k. g/kg 3,08 ± 0,66 b 3,075 ± 0,60 b 3,734 ± 0,72 a 
propanojska k. g/kg 0,535 ± 0,11 0,569 ± 0,12 0,533 ± 0,14 
maslena k. g/kg 1,334 ± 0,49 a 0,961 ± 0,48 b 1,057 ± 0,34 ab 
izomaslena k. g/kg 0,031 ± 0,01 a 0,03 ± 0,01 a 0,022 ± 0,01 b 
valerijanska k. g/kg 0,068 ± 0,02 0,061 ± 0,01 0,057 ± 0,01 
izovalerijanska k. g/kg 0,043 ± 0,01 0,043 ± 0,01 0,035 ± 0,01 
Skupaj 5,091 ± 1,22 4,739 ± 1,12 5,451 ± 1,02 
Razmerje ocetna : 
propanojska : maslena 5,8 : 1 : 2,5 5,4 : 1 : 1,7 7,0 : 1 : 1,8 
 
FLI – miši debele linije, FHI – miši vitke linije, ICR/OlaHsd – outbred linija; 
a, b – vrednosti označene z različnimi črkami v isti vrstici se med seboj statistično razlikujejo (p < 0,05). 
 
Glede na rezultate je bilo v vsebini črevesja debelih živali višja koncentracija HMK, kar 
navaja tudi literatura (Al-Assal in sod., 2018). Pri liniji ICR/OlaHsd pa je bila le-ta še večja 
predvsem na račun večje vsebnosti ocetne kisline, kar lahko vidimo iz razmerja med najbolj 
zastopanimi 3 HMK (preglednica 1). 
 
Živali FLI linije naj bi imele večjo vsebnost maslene kisline, kar so pokazali tudi rezultati. 
Maslena kislina pri liniji FLI je tako predstavljala kar 23 % vseh kislin, pri drugih dveh 
linijah pa le okoli 17 %. Razlog za to je, da njihova črevesna mikrobiota vsebuje več bakterij 
iz rodu Firmicutes, ki so glavne proizvajalke maslene kisline (Ley in sod., 2005). FHI miši 
so imele za 0,096 g/kg manjšo vsebnost maslene kisline od miši ICR/OlaHsd, FLI miši pa 
za 0,29 g/kg višjo. Statistične razlike so se pokazale med linijama FHI in FLI. 
 
Sorazmerno večjo vsebnostjo maslene kisline naj bi imeli debeli osebki in tudi manj ocetne 
kisline, kar so delno pokazali tudi naši rezultati. Vsebnost ocetne kisline je bila pri liniji FLI 
54,7 %, pri liniji FHI 58,6 %, ter pri liniji ICR/OlaHsd 61,6 %. Preglednica 1 prikazuje, da 
sta imeli glede na kontrolno ICR/OlaHsd skupino obe liniji (FLI in FHI) v kg vsebine 
debelega in slepega črevesja za približno 0,65 g/kg manj ocetne kisline in se statistično 
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značilno razlikujeta od linije ICR/OlaHsd. V vsebnosti ocetne kisline med linijama FLI in 
FHI ni statistično značilne razlike. 
 
Delež propanojske kisline je bil pri vseh treh linijah podoben, 9 – 11 %. Pri vseh linijah je 
bila p vrednost večja od 0,05, kar pomeni da med njimi ni statistično značilnih razlik. 
 
Deleži valerijanske kisline, izovalerijanske kisline in izomaslene kisline v črevesju vseh linij 
predstavljajo med 0,4 in 1 %. 
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5 SKLEPI 
 
Na podlagi predstavljenih rezultatov lahko povzamemo: 
- Začetna telesna masa ICR/OlaHsd in FLI linije je bila podobna, kasneje 14. teden ob 
žrtovanju živali, pa so bile miši linije FLI težje. Živali linije FHI so imele ob 
zaključku poskusa približno za 30 % manjšo telesno maso od drugih dveh linij. 
- Masa gonadalne maščobe je bila največja pri FLI liniji in najmanjša pri FHI liniji, 
razlike med skupinami so bile statistično značilne. Ta in prejšnja ugotovitev glede 
telesne mase potrjujeta, da FLI živali sodijo v skupino debelih miši in nasprotno FHI 
v skupino vitkih miši. 
- pH vsebine debelega črevesja se je med linijami statistično značilno razlikoval. 
Najnižji pH so imele živali linije FLI, najvišjega pa živali linije FHI, kar je v skladu 
z vsebnostjo HMK, ki jih je bilo več pri liniji FLI v primerjavi s FHI. Glede na te 
rezultate lahko sklepamo, da je sestava mikrobioma v prebavilih med tema dvema 
linijama različna. Za potrditev tega pa so potrebne nadaljne raziskave. 
 
Hipotezi, ki smo si jih postavili na začetku naloge sta bili: 
H1: pH FHI in FLI linije se razlikuje; 
      H2: Vsebnost hlapnih maščobnih kislin v prebavilih FHI in FLI linije bo različna. 
Prvo hipotezo smo potrdili, saj je imela linija FLI nižjo pH vrednost od linije FHI, p vrednost 
pa je bila manjša od 0,0001, kar pomeni, da je vpliv linije na pH vsebine debelega črevesja 
statistično značilen. 
Drugo hipotezo pa smo potrdili le delno, saj je bila statistično značilna razlika (p = 0,0247) 
med linijama FHI in FLI le v vsebnosti maslene kisline. 
  
Hostnik U. Razlika v vsebnosti hlapnih … v vsebini črevesja pri vitki in debeli liniji laboratorijskih miši. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2020 
17 
 
6 VIRI 
 
Akiba Y., Said H.,  Kaunitz J. D. 2018. Luminal chemosensing and mucosal defenses in the 
upper GI tract. V: Physiology of the gastrointestinal tract. 6th ed. Said H. M. (ur.). 
Cambridge, Academic Press: 709 – 719 
 
Al-Assal K., Martinez A. C., Torrinhas R. S., Cardinelli C., Waitzberg D. 2018. Gut 
microbiota and obesity. Clinical nutrition experimental, 20: 60 – 64  
 
Anderson K., Sallis P., Uyanik S. 2003. Anaerobic treatment processes. V: Handbook of 
Water and Wastewater Microbiology. Mara D., Horan N. (eds.). Cambridge, Academic 
Press: 391 – 426 
 
Bowen R. Nutrient Absorption and Utilization in Ruminants. Hypertext for Biomedical 
Sciences. Colorado State University. 
http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/digestion/herbivores/rum_absorb.html 
(8.4.2020) 
 
Chang P. V., Hao L., Offermanns S., Medzhitov R. 2013. The microbial metabolite 
butyrate regulates intestinal macrophage function via histone deacetylase inhibition. 
PNAS, 111, 6: 2247 – 2252 
 
Cresci G. A. M., Izzo K. 2015. Gut microbiome. V: Adult short bowel syndrome: nutritional, 
medical, and surgical management. Corrigan M. L., Roberts K., Steiger E. (ur.). 
Cambridge, Academic Press: 45 – 54 
 
Engelking L. R. 2015. Textbook of veterinary physiological chemistry. 3th ed. Cambridge, 
Academic Press: 786 str. 
 
Hansen A. K., Franklin C. 2019. Microbiota, laboratory animals, and research. Laboratory 
animals, 53, 3: 229 – 231  
 
Horvat S., Bunger L., Falconer V. M., Mackay P., Law A., Bulfield G., Keightley P. D. 
2000. Mapping of obesity QTLs in a cross between mouse lines divergently selected 
on fat content. Mammalian genome, 11, 1: 2-7 
 
Hrastar M. A. 2017. Na obisku pri laboratorijskih miškah: med etiko, genskimi poskusi in 
dobrobitjo za človeka. Zarja, 3, 48: 30 – 32 
 
Hugenholtz F., de Vos W. M. 2018. Mouse models for human intestinal microbiota research: 
a critical evaluation. Cellular and  molecular life sciences, 75: 149 – 160 
 
Kaneko J. J., Harwey J. W., Bruss M. L. 2008. Clinical biochemistry of domestic animals. 
6th ed. Cambride, Academic Press, 928 str. 
 
Hostnik U. Razlika v vsebnosti hlapnih … v vsebini črevesja pri vitki in debeli liniji laboratorijskih miši. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2020 
18 
 
Ley R., Bäckhed F., Turnbaugh P., Lozupone C. A., Knight R. D., Gordon J.I. 2005. 
Obesity alters gut microbial ecology. Proceedings of the national academy of sciences 
of the United States of America, 102, 31: 11070 – 11075 
 
Lin H. V.,  Frassetto1 A., Kowalik E. J., Nawrocki1 A. R., Lu M. M., Kosinski J. R., Hubert 
J. A., Szeto D., Yao X., Forrest G., Marsh D. 2012. Butyrate and propionate protect 
against diet-induced obesity and regulate gut hormones via free fatty acid receptor 3-
independent mechanisms. Plos One 7, 4: e35240, doi: 10.1371/journal.pone.003524: 10 
str. 
 
McCartney A. L., Gibson G. R. 2006. The normal microbiota of the human gastrointestinal 
tract: History of analysis, succession, and dietary influences. V: Gastrointestinal 
microbiology. Ouwehand A.C., Vaughan E.E. (ur.). New York, Taylor & Francis 
Group: 51 – 73 
 
McDonald P., Edwards R. A., Greenhalgh J. F. D., Morgan C. A. 2002. Animal nutrition. 
6th ed. London, Pearson Education, 693 str. 
 
McDonald P., Edwards R. A., Greenhalgh J. F. D., Morgan C. A., Sinclair L. A., Wilkinson 
R. G. 2010. Animal nutrition. 7th ed. London, Pearson education, 692 str. 
 
Pravilnik o pogojih za izvajanje poskusov na živalih. 2013. Ur. 1. RS, št. 37/13 
 
Seitz J., Baines J., Herpertz-Dahlmann B. 2019. Microbiome and inflammation in eating 
disorders. V: Eating disorders and obesity in children and adolescents. Hebebrand J., 
Herpertz-Dahlmann B. (ur.). Amsterdam, Elsevier: 87 – 92 
 
Thursby E., Juge N. 2017. Introduction to the human gut microbiota. Biochemical journal, 
474, 11: 1823 – 1836 
 
Wächtershäuser A., Stein J. 2000. Rationale for the luminal provision of butyrate in intestinal 
diseases. European journal of nutrition, 39: 164 – 171 
 
Williams B. A., Versteng W. A. M., Tamminga S. 2001. Fermentation in the large intestine 
of single-stomached animals and ist relationship to animal healt. Nutrition Research 
Reviews, 14: 207 – 227 
 
Williams D., Kenyon A., Adamson D. 2010. Physiology. V: Basic science in obstetrics and 
gynaecology. 4th ed. Bennett P., Williamson C. (ur.). London, Churchill Livingstone: 
173 – 230 
 
Hostnik U. Razlika v vsebnosti hlapnih … v vsebini črevesja pri vitki in debeli liniji laboratorijskih miši. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2020 
 
 
ZAHVALA 
 
Iskreno se zahvaljujem mentorici izr. prof. dr. Tatjani Pirman, za vso podporo in pomoč 
tako pri pregledu naloge kot pri zastavitvi in izvedbi poskusa. Hvala tudi za ves vložen čas 
in koristne nasvete. 
 
Prav tako se zahvaljujem Katji Skulj dr. vet. med., ki me je seznanila z delom v Centru za 
laboratorijske živali, ter mi pomagala ves čas tekom poskusa. Hvala ti za vso pomoč, 
organizacijo in dobro voljo. 
 
Zahvaljujem se še vsem ostalim, ki so kakor koli pripomogli k nastanku tega dela.  
Hostnik U. Razlika v vsebnosti hlapnih … v vsebini črevesja pri vitki in debeli liniji laboratorijskih miši. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko, 2020 
 
 
PRILOGE 
 
Priloga A:  
 
Delni izpis SAS, kjer so bile razlike statistično značilne. 
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